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論 文 内 容 要 旨
ア ラキ ドン酸 カス ケー ドに よって産生 され るエイ コサ ノイ ドの うち,シ ク ロオ キシ ゲナーゼ経路 に
よって産生 され るプ ロスタグ ランジン(PG)類や トロンボ キサ ン(TX)類を総称 して プ ロスタノイ ドと
呼ぶ。 それ らは刺 激 に応 じて産生 され るオー タコイ ドで あ り,強 力 な生理 活性 を示す一方,生 体 内には
極わずかに しか存在 しない。
近年,プ ロスタ ノイ ドの一部 が肥 満細胞 で産生 され,炎 症性脂 質 メディエー ター として機能す る可能
性が示唆 され てお り,そ れ らのア レルギー性疾患 における役割 の解 明が強 く望 まれ てい る。最近,高 親
和性lgEレセ プター を発現す るマ ウス骨髄 由来 の肥満細胞(mBMMC)を 容 易に培養 できるよ うにな り,
肥 満細胞 の病態 生理 の解 明 を 目指 して盛 んに研究 され てい る。 これまで,mBMMCがPGD、 やTXB,を
放 出す ることが報告 され ている うえ,多 数 の プ ロスタノイ ドレセプ ターの発現 も知 られ てい るこ とか ら,
他 のプ ロス タノイ ドの放 出も容易 に推測 され る。 しか しなが ら,そ の詳細は未だ明確 ではな く,プ ロス
タノイ ドのア レル ギー性疾患 との関わ りを明 らかにす るうえで,mBMMCの 放出す るそれ らの挙動 を正
確 に把握 す るこ とがきわめて重要 となる。そ こで,本 研 究で は,多 成 分のプ ロフィル分析 に適す る液体
ク ロマ トグラフィー(LC)とタ ンデム質量 分析 法(MSIMS)を組み合 わせ たLCIMSIMSを用 いて,主 要
な7種 のプ ロス タノイ ド,す なわ ちPGD,,PGJ,,PGE,,PGB,,PGF2。,6-'keto-PGF,、お よびTXB2の信
頼度の高い高感 度分析法の開発 に着手 した。
本研究 で測定対 象 とす る7種 プ ロス タノイ ドは,2級 水酸基や カル ボニル基 を有 す る脂溶性 のカル ボ
ン酸で あるが,熱 安定性 な どを考慮す る とエ レク トロスプ レーイオ ン化(ESI)法を用い るこ とが最 も有
利 と考 えられ る。そ こでまず,各 プ ロスタ ノイ ドのESIによるイオ ン化 の様相 と,MSIMSにお ける挙動
につ き検討す る こ ととした。ESI-MSによる高感度化 には,イ オ ン化 効率 の向上 と,生 成 したイ オ ンの
質量分析 計への取 り込み効率 の向上 が不可欠 となる。特 に後者 は,キ ャピラ リー先端 の対 向に位置す る
イオ ン導入孔 に印加 す る電圧(コ ー ン電圧)に よって左右 され る うえ,プ リカーサ ーイ オ ンの取 り込み
量 はイ ンソース分解 に も影響 され る。 そ こで,負 イオ ン検 出ESI法におけ る,各 プ ロス タ ノイ ドの ピー
ク強度 に対す るコー ン電圧 の影響 を調べ た。す なわち,各 プ ロスタノイ ドを2ngず つ用 いて,コ ー ン電
圧10～60Vの脱 プ ロ トン化 分子 およびイ ンソース分解 によ り生 じた各種 フラグメン トイオ ンの ピー ク強
度 を求 めた。そ の結果,い ずれ の化 合物 におい て も,コ ー ン電圧 が35～45Vの ときに質量 分析 計へ の
イオ ンの取 り込み効 率が最大 とな った。 また,コ ー ン電圧 が高 くな るに伴 って脱 プ ロ トン化分子 の強度
が弱 くな り,フ ラグメ ン トイオ ンの ピー ク強度 が強 くな る傾向が認 め られ た。脱 プ ロ トン化分子の ピー
ク強度 が最大 とな るコー ン電圧 は化合 物に よって異な り,PGD,およびPGJ、で は15V,PGE,では20V,
6-keto-PGF,aおよびTXB,では25V,PGB2では30V,PGF2、では40Vで あった。 以上 の結果 を もとに,
プ リカーサーイオ ン量 を十 分に確保す るとい う観点 か ら,本 研 究で は,脱 プ ロ トン化分子 の ピー ク強度
が最大 となるコー ン電圧条件が最適であ ると判断 した。
次 に,衝 突誘起解離条件 の検討 を行 った。不活性ガ ス としてアル ゴ ンを1.0×10-3mbarの圧力 で用い,
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コ リジ ョンエネル ギー を10eVに設 定す る とき,PGD、やPGE2,PGJ,やTXB、にお いては,多 数 のプ ロ
ダク トイオンの生 成が認 め られ た もの の,6-keto-PGFi。,PGB、お よびPGF2、では,脱 プ ロ トン化分子 由
来 の1本 の ピー クのみが認め られた。 このこ とか らも,今 回用いた7種 の プロスタ ノイ ドが相互 に類似
した構造 を有す るに も関わ らず,そ れぞれ の化学的安定性 は異な るこ とが 明 らか とな った。次いで,コ
リジ ョンエネル ギーの プロダ ク トイオ ン生成 に対す る影響 を精査 した ところ,い ずれ の化 合物において
も,コ リジ ョンエ ネル ギーの増 大に伴 ってプ リカーサーイ オ ンの強度が減弱 し,同 時 に各種プ ロダク ト
イオ ンの生成 量が増大 した・特 に・水酸基 とカルボニル基 の位置 異性体 であるPGD、とPGE、を比較す る
と,共 通のプ ロダク トイ オンの生成 が認 め られた ものの,各 プ ロダ ク トイ オ ンの強度 には両者 間で明 ら
かな差 が認 め られ,物 性 のわずかな差 異がプ ロダク トイ オン生成 の様相 に影響す るこ とが判 った。
次に,HPLC分析条 件 につ き,検 討す るこ ととした。 プ ロス タノイ ドの よ うな親 水性基 を有す る脂溶
性 のカル ボン酸 を相互分離す るには,オ クタデ シル シ リル化 シ リカゲル(ODS)を充填 した逆相分配 型の
カラムを用いる ことが最 も適す るもの と考 え られ る。そ こで,保 持時 間の再現性確保 の観点か ら,酢 酸
酸性 の移 動相 を用 いて分離条件 を最適化す るこ ととした。ESIにおい ては,キ ャ ピラ リー 先端にお ける
噴霧液 の組成 がイオ ン化効率に影響す るた め,信 頼度 の高い定量法 の確立 には アイ ソクラテ ィ ック溶出
による分析条件の設定が望ま しい。一方,共 通 のプ ロダク トイオ ンを生 じるPGD、とPGE、の場合,ク ロ
マ トグラム上 にお ける相互干渉 が懸念 され るため,両 者 を明確 に相互分離す る必要 があ る。種 々の分離
条件 を検討 した結果,分 析 カラムにCapcellPakC18UGI20(粒子径3μm,内 径1.5㎜,長 さ150mm)
を使用 し,移 動相 にアセ トニ トリル/水/酢 酸(40:60;O.02,v/v/v)を用いて,流 速 を100pL/minに設定す
る とき,す べてのプ ロスタノイ ドの相互 分離 が可能 であるこ とが判 明 した。 さらに,PGD2,PGJ,,PGE2,
PGB2,PGF,。・6-keto-PGF且.およびTXB,のモニ タ リイ グイ オ ンをそれ ぞれ,m!'z351-m/z189,m/z333
-m/z189,m/z351-m/z271,m/z333-m/zl75,'ηん353-1π々193,m/z369--m/z163およびm/z369
-m/2195に設定 してSRM分 析 に付 し,各 プ ロス タノイ ドの検 出限界 を求 めた ところ,い ずれ も数pg
まで検出可能 である ことが判 り,本 法 がきわめて高感 度である ことが明 らか とな った。
次いで,前 処理法 の検討 を行 った。 まず,ODS化 シ リカゲル を封 入 した膜状デ ィス クであるエムポァ
デ ィス クCl8カー トリッジを用いて固相抽 出条件 を検討 した。その結果,水3rnLお よびn一ヘ キサ ン3
mLで順次洗 浄後,n一ヘ キサ ン/酢酸 エチル の1二2混液1mLお よび1:3混液1mLを ステ ップワイズ グラ
ジエ ン トの要領 で用 いて順 次溶 出す る ことによ り,他 の脂溶性物質 を効率的に除去 しつっ,い ずれ の化
合物 もほぼ定量 的に回収できるこ とが判明 した。
ひ きっづ き,本 法 の信頼性 と再現性 を確認す るた め,分 析法バ リデー シ ョンを実施 した。 まず,本 法
の直線性 を検証 した ところ,す べ てのプ ロス タノイ ドにお いて,50pg/mLあるい は150pg/mLから50
ng/mLの範囲 で,相 関係数0.999以上 ときわ めて 良好な結果 が得 られ,こ の範囲 におい て定 量可能で あ
ることが判 った。次 いで,培 養液 中に各プ ロス タノイ ド標品 を添加 し,添 加 回収実験 を試みた ところ,
日内変動 は,精度が3.87%以下 であ り,真度は 一1.63%から2.30%の範囲内であった。 日間変動の場合 は,
精度が2.34%以下,真 度 は 一〇.31%から2.46%の範囲 内で あ り,い ずれの化合物 の定量 において も精度,
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真度 ともにきわめて 良好 である ことが判 明 した。以上 の結果 か ら,本 法 が培養液 中の7種 プロス タ ノイ
ドをきわ めて高い信頼 度で定量でき ることが明 らか となった。
次 に,構 築 した定量 法 を用 いて,mBMMC培 養液 中に放 出 され たプ ロスタ ノイ ドの定量 を試みた。調
製 したmBMMCにIL-3を添加 して4週 間培 養 した後,ア ラキ ドン酸 を添加 して さ らに24時 間培養 し
た ときの,培 養液 中のプ ロス タノイ ドを定量 した。そ の結果,ア ラキ ドン酸非添加 時にはPGFお よび
2a
TXB,のみ検出 され,それぞれ の存在量は,106個のmBMMCあ た りそれぞれ80P9および1176P9であ った。
一方 ,ア ラキ ドン酸25μMを 添加 した場 合 は,非 添加 時に認 め られ たPGF2。お よびTXB、の放 出量が有
意 に増加 し,そ れ ぞれ106個のmBMMCあ た り352P9および2104P9と,L8倍および4.4倍まで増加 す
るこ とが判 明 した・ また・ アラキ ドン酸添加 お よび非添加 の どち らにおいて も,6。keto-PGF,。,PGB、お
よびPGJ。は検 出限界以 下であ ったものの,ア ラキ ドン酸添加 によって新 たに106個のmBMMCあ た り
876pgのPGD2および348pgのPGE,も検 出され た。
以上,本 研究 では,ア レルギ ー性 疾患 にお け るプ ロス タ ノイ ドの関連性 の解 明 を 目指 して,LC/MS/
MSに よる7種 プ ロス タノイ ドの一斉分析 法の開発 を試みた。その結果,ESIにお けるイ オ ン化条件お よ
びMS/MS条件,並 び にHPLC分析条 件 を精査 した こ とによ り,各 プ ロス タノイ ドを高感 度 にプ ロフィ
ル分析可能 な方法 を確 立 した。 さらに,前 処理 法を種 々検 討 した ところ,本 法 が,mBMMCの 放 出す る
プロス タノイ ドの定量解 析に応用可能 である こ とが明 らか となった。 本法 を用いて アラキ ドン酸 添加 に
よるmBMMCの プ ロス タノイ ド放出 につ いて検討 した ところ,刺 激 に よ りPGF,、およびTXB、が増加す
るほか,PGD,およびPGE2も放 出 され るこ とが判 明 した。今後,本 法 がプ ロス タノイ ドとア レル ギー性
疾患 との関連性 を精査す る うえで大いに役立つ もの と期待 され る。
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審 査 結 果 の 要 旨
プ ロス タノイ ドは,刺激 に応 じて産生 されて強力 な生理活性 を示す一方,速 やか に代謝 され ることか ら,
通常生体 内にはご くわず かに しか存在 しない。それ らは,様 々な作 用 を発揮す るが,近 年,プ ロス タノ
イ ドの一部 が炎症性脂質 メデ ィエー ター として機能す る可能性 も指摘 され てお り,ア レル ギー性疾 患 と
の関連解 明が強 く望まれてい る。 こ うした中,マ ウス骨髄 由来 の肥満細胞(mBMMC)を 用 い るこ とに
よ り,肥 満細胞 の病態生理 の解 明に係 わる研 究が急速 に進展 して きてい る。本論文 は,プ ロスタノイ ド
のア レル ギー性疾患 との関連 を明 らかにす るこ とを 目的に,LC/MS/MSを用 いてそれ らの挙動 を正確 に
把握で きる信頼 度の高 い分析法の構築 を試み た ものである。
本 研 究 で は,7種 の 主 要 な プ ロス タ ノイ ド,す な わ ちPGD,,PGJ,,PGE2,PGB,,PGF,。,6-keto-
PGF且。およびTXB,を測定対 象 としてい る。 これ らは,脂 溶性 が高 いもの の,2級 水 酸基やカルボニル基
を有す るカルボ ン酸で あるこ とか ら,ESI法の適用 が最 も効果 的 と考 え,ま ず,キ ャ ピラ リー先端へ の
印加電圧,お よび真 空系内へ の導入孔 に印加 す る電圧 の検 出感 度に対す る影響 を調 べた。そ の結果,特
に後者 の電圧 が検 出感 度に大 き く影響 し,い ずれの化 合物 も35～45Vの 時 にイ オ ンの取 り込み効率 が
最大 となるこ とを明 らかに した。また,衝 突誘起解 離条件 について も精査 し,そ れ らが相 互 に類似 した
構造 を有す るに もかかわ らず,化 学 的安 定性が大 き く異な り,そ れぞれが特徴的 なフ ラグメン トイオ ン
を生成す るこ とを明 らかに した。次いで,ク ロマ トグラフィー条件 に種 々検討 を加 え,最 終的 にアセ ト
ニ トリル 系の弱酸性移動相 を用 いるアイ ソクラテ ィ ック条件 を用いて,7種 のプ ロスタ ノイ ドを一斉 に
かつ高感度 に分析で きる条件 を設定 した。
次に,前 処理法 について検討 し,特 にODS化 シ リカゲル を封入 した膜状 デ ィスクを用 いる ことに よ り1
迅速 かつ簡便に試料調製可能で あるこ とを見 出 した。 さ らに,分 析法バ リデーシ ョンを実施 し,い ずれ
の化 合物について も,精 度,真 度 ともに十分 に満足で きる方法 である ことを明 らか に した。 次いで,本
法 をmBMMC培 養上清 中のプ ロスタ ノイ ド測 定に応用 し,ア ラキ ドン酸添加 の有無 によって培養液 中で
検 出 され るプ ロスタノイ ドに差 があるこ とを明 らか にした。
この よ うに,本 研究 は,詳 細な検 討に基づい て最適化 した条件 を用 いる ことに よ り,き わめて高感度
かつ信頼 度の高 い分析 法の構築 に成 功 し,ア ラキ ドン酸刺激 が,mBMMCに よるPGD,およびPGE2の
放 出を促す こ ともは じめて明 らかに した。 よって,本 論文 は,プ ロスタ ノイ ドの生理作用 を明 らかにす
る うえで,大 いに役立つ こ とが期待 され るこ とか ら,博 士(薬 学)の 学位論文 として合格 と認 める。
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